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Abstract 



The process enables peptides to be synthesized from amino acids with the participation of 
trialkylcyanosilanes. The peptides obtained by this synthesis route are used, in particular, in 
pharmaceutical applications. 



Data supplied from the esp@cenet database - 12 



BA 
£- -xoo\/xS 




Europiisches Patentamt 
European Patent Offic 
Office europeen des brevets 



© NumSrode publication: 



0 184 243 

A1 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



© Numero de dep&t: 85201850.6 
' @ Date de dep&tf 12.TJ.85 • 



© Int. CI.*: C 07 K 1/00 

- . . C 07 K 1/08, A 61 K 37/02 
//607K5/00, C07K7/00 



Deux requetes en rectification de la description ont ete 
presentees corrf ormement a la regie 88 CBE. 

® Priorhe: 23.11.84 FR 8418011 



© Date de publication de ta demande: 
1 1 .06.86 Bulletin 86/24 



B4) Etats contra eta nts destgnes: 

AT BE CH DE FR GB IT U LU NL SE 



© Demandeur: SOLVAY & Cie (Societe Anonyme) 
Rue du Prince Albert, 33 
B-1050 Bruxelles(BE) 

@ inventeur: Anteunis, Marc 
De Campagne 5 
B-9910Gand (MariakerkeHBE) 

© Inventeur: B ecu, Christian 
Boonstede 44 

B-9810 Gand (Baarle-Drongen)(BE) 



CM 
00 



© Precede pour la synthese de peptides. 

© Le precede permet la synthese de peptides a partir 
d'acides amines a I'irrtervention de trialkylcyanosilanes. 

Les peptides obtenus par cette voie de synthese sont 
utilises notamment dans des applications pharmaceutiques. 



a. 

LU 



Croydon Printing Company Lxd. 



01 84243 



- i - 

Procede pour la synthese de peptides 

Cas S. 84/20 

SOLVAY & Cie (Societe Anonyme) 

La "present e invention concerne un' procede pour la synthese 
de peptides a'partir d 1 acides amines, et a l 1 intervention de 
trialkylcyanosilanes . 

La silylation des acides amines pour preparer des peptides 
par reaction d'un acide amine, dont la fonction -NH^ est bloquee 
et dont la fonction -COOH est activee, avec ,un autre acide amine, 
silyle a l 1 intervention d f agents de silylation tela que le 
trimethylchlorosilane, a ete decrite par Kricheldorf R.R. , Liebigs 
Ann., 1972, 763, p. 17-38. 

Par ailleurs, d f autres agents de silylation tels que 
l'hexamethylsilazane (Birkofer L. , Konkol W. et Ritter A., Chem. Ber, 
1961, 94, p; 1263-1267 et Birkofer L., Ritter A. et Neuhausen P., 
Liebigs Ann. Chem., 1962, 659, p. 190-199) et la H-(trimethylsilyl)- 
diethylamine et la N, 0-bis(trime thy lsilyl)acet amide (S.V. Rogozhin, 
Yu. A. Davidovich, A.I. Yurtanov, Seriya Khimicheskaya, N. 3, 
p. 657-660, March 1977 - Original article October 27, 1976) ont 
egalement ete divulgues pour cette meme reaction. 

Les divers agents de silylation utilises a ce jour presentent 
toutefois des inconvenients divers. En effet, ces agents neces- 
sitent en general la presence d'une base qui doit etre eliminee 
par la suite et qui provoque souvent la racemisation des acides 
amines lors de l'etape de couplage ou la cyclisation interne au 
stade dipeptide. En outre des produits secondaires sont formes 
lore de la silylation et la reaction est generalement incomplete 
ce qui engendre des rendements faibles souvent inferieurs & 50*. 

Un autre inconvenient des agents de silylation de l'art 
anterieur est du a la presence d'eau qui decompose les react if s 
alkylsilyles avec formation de l'hexaalkyldisiloxane correspondant . 

Par ailleurs, les derives silyles sont formes au cours d'une 
etape separee et doivent etre isoles avant 1* etape de couplage. 
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Dans les precedes de l'art anterieur, la synthese des peptides 
est en outre fortement limitee par les problemes de solubilite 
des peptides formes lorsque leur poids moleculaire augmente. La 
synthese est done souvent limitee par les faibles solubilites des 
produits intermediaires durant les reactions de cpuplage et par 
les difficultes de purification des produits finaux. -plus la 
chaine peptidique est longue, plus les problemes sont complexes. 

Par ail leur s t certains agents de silylation particuliers de 
l'art anterieur present ent des problemes propres. 
C'est ainsi que 

- 1'emploi d f hexamethyldisilazane, reactif plus nucleophile que 

le compose amine silyle desire, provoque des reactions secondaires 
qui affect ent le rendement du precede. 

- V utilisation du trimethylchlorosilane est incompatible avec la 
protection des groupements -NH^ des acides amines par des groupe— 
ments de type benzyloxycarbonyle. 

Le procede de la presente invention vise a realiser la 
synthese de peptides a partir d r acides amines par des agents de 
silylation ne pre sent ant pas les inconvenient s des procedes 
connus. 

Plus particulierement , le procede permet une reaction de 
couplage rapide en continu, qui a lieu sans racemisation, pouvant 
etre realise en 1 T absence de coreactifs basiques, en presence 
eventuelle d'eau et en presence des agents de protection connus. 
En outre, il permet I'obtention de peptides de poids moleculaire 
el eve avec des rendement s superieurs a ceux obtenus avec les 
agents de silylation connus. Le procede de l f invent ion permet 
par ailleurs de consommer chimiquement I'eau et d'obtenir des 
derives silyles volatile ce qui facilite leur elimination. 

A cet effet, la presente invention concerne un procede pour 
la synthese de peptides a partir d f acides amines eventuellement 
associes et/ou substitues au moyen de derives trialkylsilanes 
dans lequel on utilise comme trialkylsilanes des trialkylcyano- 
si lanes de formule generale (A) 
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R 2 - Si - C = N (A) 

K 

dans laquelle R^ , R^ » ^3 represent ent, independamment les uns des 
autres des groupements alky les qui peuvent etre identiques ou 
dif ferents et qui contiennent de 1 a 3 atomes de carbone. Habituelr 
lemeat, les groupements R^, R^ et R^ re^resentent des groupements 
5 alkyles contenant de 1 a 2 atomes de carbone. Enfin, Rj , R 2 et 

R 3 representent de preference des groupements alkyles identiques. 
Le trimethylcyanosilane est tout part iculier ement prefere. 

Les trialkylcyanosilanes utilises dans le procede selon 
l f invention sont de preference des produits volatils qui peuvent 

10 etre facilement el 1 mines. Ces agents de silylation possedent des 

proprietes de solubilisation superieures aux agents de silylation 
habituels ce qui permet leur utilisation simultanee comme react if 
pour la realisation de la liaison peptidique entre les acides 
amines et comme solvant des acides amines et des peptides. 

15 Les trialkylcyanosilanes peuvent etre employes seuls, ou en • 

presence de tiers solvents, ces derniers pouvant par exemple 
prove nir de l'etape d v activation ou etre ajoutes conjoint ement 
lors de l'etape de couplage. On prefere toutefois realiser 
l'etape de couplage sans addition de tiers solvant s. 

20 Des tiers solvants qui ont donne de bons resultats lorsqu'ils 

sont utilises conjoint ement an trimethylcyanosilane sont notamment 
le dichloromethane et le tetrahydrofurane. 

La quant ite de trialkylcyanosilanes que l'on utilise dans le 
procede selon 1 T invention pent verier dans de larges limites* En 

25 general, on met en oeuvre de 20 a 0,01 ml de trialkylcyanos ilane 

par m.mole d'acide amine. Dans le cas du trimethylcyanosilane, 
on met en oeuvre de preference de 5 & 0,1 ml de trimethylcyano- 
silane par m.mole d'aclde amine mis en oeuvre. 

Comme acides amines, on peut utiliser tout acide amine 

30 associe et/ou substitue possedant au mo ins une fonction carboxyli- 

que et au moins une fonction amine prima ire ou secondaire, tel 



I 
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que les acides amines naturels connus ou les acides amines synthe- 
tiques ne se trouvant. pas dans la nature. Comme acides amines 
naturels, on utilise generalement des acides amines aliphatiques 
lineaires, ramifies ou cycliques, tels que les acides amines a 
chaine hydrocarbonee, les acides amines hydroxy les ou soufres, 
. les acides amines dicarboxyliquee., les acides amines basiques 
ainsi que les acides amines aromatiques ou he terocy cliques . 

Par acide amine associe on entend tout compose resultant de 
la reaction d'un acide amine, par au mo ins une de ses fonctions 
carboxyliques et/ou fonctions amines, tel que defini ci-avant, 
avec une entite avec laquelle cette fonction est reactive. Parmi 
les acides amines associes preferes on entend des molecules tels 
que de petits peptides comportant une succession de 2,3 ou plusieurs 
acides amines de natures chimiques identiques ou differentes. 

Par acide amine substitue on entend tout compose du type des 
acides amines ou acides amines associes tels que defini s ci-dessus 
comportant en lieu et place d'un ou de plusieurs atomes d'hydrogene, 
lies a des atomes de car bone, des substituants organiques ou 
inorganiques . Ces substituants organiques ou inorganiques peuvent 
etre simples en complexes, substitues ou non, et comprennent 
notamment, les atomes de chlore et de fluor ainsi que des groupe- 
ments aliphatiques et aromatiques tels que des groupements alky Is, 
alkenyls, cycloalkyls, benzyls, phenyls, naphtyls, pyridinyls, 
etc. » 

Les autres conditions opera to ires utilisees dans le procede 
selon 1' invention ne sont pas critiques; ainsi la pression a. 
laquelle est ef fectue le procede est generalement comprise entre 
0,1 et 10 bar. De bons resultats ont ete obtenus a pression 
atmospherique . La temperature a laquelle est ef fectue le procede 
est telle que l 1 agent de silylation utilise reste liquide a la 
pression cons id ere e . Habituellement , elle est comprise entre 0 
et 100° C. A pression atmospherique, la temperature utilisee 
lorsque l*on emploie le trimethylcyanosilane comme agent de 
silylation est de preference comprise entre 10 et 40°C et de bons 
resultats ont ete obtenus a la temperature amblante. 
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Le procede peut etre realise dans tout appareillage concu a 
cet effet. 

Le schema de synthese du procede selon la present e Invention 
est repris ci-apres. 

Bans ce schema A^, Aj t A^ representent des restes d 1 acides 
amines quelconques naturels ou synthetiques. II est a noter que 
le principe du schema, bien qu'etabli pour des acides amines a 
fonction amine primaire, s f applique egalement dans le cas des 
acides amines comportant une fonction amine secondaire tels que 
la proline et l^ydroryproline; dans ce cas, il suffit de substi- 
tuer la fonction -NH^ par une fonction >NH dans le schema ci-apres. 
Schema de synthese 

1 — protection de la fonction amine d'un premier acide par 
un agent de protection classique, comme par exemple la protection 
par des groupements de type benzyloxycarbonyle (appele ci-apres 
Z) ou tert-butyloxycarbonyle (t-Boc), selon les schemas : 

acide amine — > acide amine protege 

Z 

NH 2 -A 1 -C00H — = > Z-NB-^-COOH 

t-Boc 

NH 2 ~A 1 -C00H > t-Boc-NH^-COOH 

2 - activation de la fonction carboxyle par un agent d v activation 
classique, comme par exemple l f activation par la transformation 
en chlorure d f acide ou anhydride (Act) selon les schemas : 

acide amine protege > acide amine protege et active 

Z-NH-A^COOH > Z-NH-A^COOAct (I) 

t-Boc-NH^-COOH > t-Boc-NH-Aj-COCAct (I) 1 

II est toutefois a remarquer que da^g certains cas il est 
possible de realiser 1" activation a partir d* acides amines proteges 
et dont la fonction carboxylique est substitute. Un exemple de 
ce type sont les acides amines N- proteges silyles obtenus par 
silylation prealable par le t rime thy Icyanosilane (TM5CN), selon 
le schema : 

t-Boc-NE-A -C00TMS > t-Boc-NE-A -COOact (I) 1 * 
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3 - sllylatlon d'un second acide amine par reaction avec un 
trialkylcyanosilane tel que le trimethylcyanosilane (TMSCN) selon 
le schema : 

acide amine > acide amine silyle 

NH_ — A_ — C00H+TMS CN > TMSH&H-A -COOTMS+HCN (II) 

2 2 2 

II est toutefois bien entendu que la distinction entre les 
etapes 1, 2 et 3 est purement formelle puisque ces etapes peuvent 
etre menees independamment les unes des autres, Des lors, 
l'etape 3, par exemple, peut indif f eremment suivre ou preceder 
les etapes 1 et 2. 

4 - couplage avec formation d f un peptide par reaction de 1' acide 
amine protege et active (I) ou (I) f et de 1' acide amine silyle 
(II) selon les schemas 

Z-NH-A 1 -COCAct + TMS-NB-A 2 -C00TMS > 

Z-NH-A 1 -C0-NH-A 2 -COOTMS + TMSAct (III) 

ou 

t-Boc-NH-Aj-COQAct + TMS-NH-A^COOMS > 

t-Boc-NH^-CO-NH-A^TOOTMS + TMSAct (III)' 

5 - desilylation du peptide obtenu (III) ou (III) 1 par deplacement 
du groupement trialkylsilane et formation du groupement acide 
carboxylique (-C00H) , comme par exemple par un traitement en 
milieu methanolique ou en presence d'eau. Cette reaction se fait 
selon les schemas : 

Z-NH-A 1 -C0-NH-A 2 -C00TMS > Z-NH-A^CO-NH-A^COOH , (IV) 

ou 

t-Boc-»S-A 1 -C0-NH-A 2 -C001MS > 

t-B o c-OT-A 1 -C0-NH-A 2 —CO OH (IV) 1 

Les etapes 5 et 6 peuvent etre realisees en meme temps ou 
succes s ivement . 

6 - deprotection du peptide obtenu (IV) ou (IV) T . Cette deprotec- 
tion peut etre realisee par le deplacement de 1 T agent de protection 
et formation du groupement amine (NH^) par toute methode connue, 
telle que par exemple un barbotage d 1 acide chlorhydrique gazeux a 
travers une solution de dichlorome thane et/ou de tetrahydrofurane, 
ou par de 1' acide trifluor acetique dans du dichloromethane suivi 
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du passage des peptides sous forme de sels sur une colonne echan- 
geuse d'ions acides, Cette operation peut etre illustree par les 
schemas generaux suivants : 

*Z-NB-A 1 -CCh-NH-A 2 -COOH > NH^A^O-NE-^-COOH (V) 

ou 

t-B o c-NH-A 1 -C0-NH-A 2 -C0OH > NH^A^CO-NH-A^COOH (V) • 

Lorsque l f on desire proceder a des couplages successifs 
d'acides amines, les e tapes 5 et/ou 6 ne sont pas toujours neces- 
saires. Dans ce cas, deux voies sont possibles, c'est-a-dire en 
debutant a partir de la terminaison carboxyle et en allant vers 
la terminaison amin e, soit en debutant S partir de la terminaison 
amine et en allant vers la terminaison carboxyle, 

Selon la premiere voie, le produit (V) est silyle selon le 
schema : 

NR 2 -A 1 -CO-NH-A 2 -COOH + TMSCN > 

TMS — NE-A 1 -C0-NH-A 2 -CO OTMS (VI) 
et ce produit (VI) est ensuite associe avec un acide amine protege 
et active du type (I) et (I)'. 

Selon la seconde vbie, le produit obtenu (V) est protege et 
active selon les schemas decrits dans les etapes 1 et 2 ci-dessus 
et le produit obtenu est mis & reagir avec un nouvel acide- amine 
trimethysilyle sur les i f onctious amine et carboxyle de fprmule 
(ID . 

Un exemple de schema de ce deuxieme cas peut etre le suivant 

Activation 

t-B o c^H-A 1 -CONH-A^ -C00H > t-Boc-NB-A^ONH-A^-COQAct 

TMSCN en exces 

t-BocH^A 1 -C0NH-A^-C0QAct+TMSNH-A 2 -<:001MS > 

t-Boc-NH-A 1 -C0NH-A^-C0NH-A 2 -C00 , D!S 
Les procedes sch ema tises ci-avant permettent grace a I'emploi 
de trialkylcyanosilanes de formule generale (A) d'obtenir des 
peptides, de type naturel u synthetiques n'ayant pas leur equi- 
valent dans la nature. 



01 84243 



- 8 - 

Ces peptides connus ou nouveaux obtenus selon le precede de 
1 1 invention peuvent etre utilises dans diverses applications 
t el les que notamment la catalyse enzymatique, comme constituants 
nutritifs ou encore en tant que produits pharmaceutiques a usage 
vei^erinaire ou humain. 

Les exemples suivants servent a illustrer l f invention. Dans 
ces exemples les abreviations suivantes ont ete utilisees : 



Ala. 


alanine 


Asp 


acide aspartique 


Cys 


cys teine 


Gly 


glycine 


Met 


methionine 


Phe 


phenylalanine ' 


Pro 


proline 


Ser 


serine 


Thr 


threonine 


Thz 


gamma- thiapro line 

• 


Tyr 


tyros ine 


Val 


valine 


0 Piv 


pivaloyloxy( t rime thy 1 acetyloxy) 


0 Succ 


N-hy dr oxy sue cinimide 


Exemple 


1 : couplage d'un peptide avec un 


* 


un acide amine silyle 



1 . a : glycine- cys teine 

A 1,1 m.mol de cysteine hydratee lyophilisee est ajoutee 
0,5 ml de trimethylcyanosilane dans un tube a essai a paroi 
epaisse et muni d'un b ouch on. Le melange est passe aux ultrasons 
(sonif icateur) jusqu f a l'obtention d'une solution claire. On 
chauffe le melange entre 60 et 80°C pendant 5 minutes jusqu T a 
dissolution de 1 T acide amine. 

Ensuite 1 m.mol de glycine, protegee par Z (groupe benzyloxy- 
carbonyle) et activee par 0 Succ en presence de N,N T — dicyclohexyl- 
carbodiimide , obtenue dans une etape prealable, est ajoutee, 

Le couplage entre la cysteine silylee et la glycine protegee 
et activee est ac eel ere par un chauffage doux a 40° C et est 
t ermine apres 1 heure a temperature ambiante. 
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La reaction est arretee par l ! addition de 10 ml d'eau. La 
solution est ensuite lyophilisee et le lyophilisat est melange 
avec du n-hexane. 

Apres une addition de 10 ml d'eau pour remettre le produit 
en suspension, celui-ci est centrifuge et le precipite recueilli 
est seche. 

Le rendement de formation en peptide protege est pratiquement 
quant itatif (Z-Gly-CysOH) sans contamination d'epimeres (Resonance 
Magnetique Nucleaire (RMN) < 5%) 1 T agent de protection Z est 
finalement libere par un barbotage d'acide chlorhydrique gazeux 
dans du dichlorbme thane contenant le peptide protege avec la 
formation du dipeptide Gly-CysOH.HCl (chlorhydrate du dipeptide) . 
l.b : Glycine-Glycine 

La formation de Z-Gly-GlyOH est obtenue par le meme procede 
que celui decrit dans I'exemple l.a, mais en mettant en oeuyxe 
1,1 m.mol de glycine hydratee lyophilisee en lieu et place de la 
cysteine. 

Lc : Alanine-Serine 

La formation de Z-Ala-SerOH est obtenue par le meme procede 
que celui decrit dans l f exemple l.a, mais en mettant en oeuvre 
1,1 m.mol de serine hydratee lyophilisee en lieu et place de la 
cysteine et 1 m.mol d f alanine protegee par Z et activee en lieu 
et place de la glycine. 

l.d : Phenylalanine-Serine 

La formation de t-Boc-Phe-SerOH est obtenue par le meme 
procede, mais en mettant en oeuvre 1,1 m.mol de serine hydratee 
lyophilisee en lieu et place de la cysteine et 1 m.mol de phenyl- 
alanine protegee par t-Boc et activee en lieu et place de la 
glycine. 

Le groupe protege par t-Boc est libere par un traitement 
avec l'acide trif luoroacetique suivi d'une evaporation. 
1. e : Pr ol ine-Pheny lalanine 

La formation de t-Boc-Pro-PheOH est obtenue par le meme 
procede mais en mettant en oeuvre 1,1 m.mol de phenylalanine 
hydratee lyophilisee en lieu et place de la cysteine et 1 m.mol 



Q1 84243 



-10- 
de proline protegee par t-Boc et activee en lieu et place de la 
glycine. 

Exemple 2 : Condensation repetee sans purification des peptides 

in t e rme diair e s 
Preparation de Z-Gly-Phe-SerOH 

1,1 m.mol (116 mg) de serine hydratee en poudre est dissous 
dans 1 ml de trimethylcyanosilane par une chauffage entre 60 et 
80°C durant mo ins de 5 minutes. 

A ceci, une solution de 1 m.mol (362 mg) de t-Boc-PheOSucc 
(phenylalanine protegee par le groupement t-Boc et activee par la 
N-hydroxysuccinimide) dans 10 ml de dich lorome thane ou de tetra- 
hydrofurane est ajoutee. 

Apres 30 minutes, 1' ester actif a disparu. 

Le melange est verse a travers un verre fritte charge avec 
5 g de silicagel, prealab lem e nt hum id i fie avec 1 ml d'eau et lave 
avec 2 fois 20 ml de dichlordme thane. 

Un barbotage d'acide chlorhydrique est realise durant 
30 secondes a travers le filtrat qui est ensuite evapore. 

Le sel de dip ep tide recueilli est redissous dans 2 ml de 
trimethylcyanosilane a temperature ambiante. 

On ajoute ensuite 0,98 mol (275 mg) de Z-GlyOSucc (glycine 
protegee par le groupement Z et activee par la N-hydroxysuccinimide) 
dans 10 ml de dich lorome thane. 

Apres 30 minutes a temperature ambiante la reaction est 
arretee par 1 T addition de 10 ml d'eau, le precipite recueilli est 
seche. 

Le rendement en Z-Gly-Phe-SerOH est de 88X (calcule sur 
Z-GlyOSucc) (350 mg) ; le produit est pur selon tous les cri teres 
de RMN. 

Exemple 3 : Preparation de Pro-Phe-Met-AspOH avec identification 

des oligopeptides inte rme diair es 
lere etape : t-Boc-Met-AspOH 

150 mg (1,1 m.mol) d'acide aspartique hydrate est dissous 
dans 0,5 ml de trimethylcyanosilane a 80°C en 3 minutes. 

346 mg (1,0 m.mol) t-Boc-MetOSucc est ajoute et le tout est 
chauf fe I 40°C. 
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Apres une heure t un melange de 250 mg d ! eau dans 2 ml 
d'acetonitrile est ajoute. Le produit est filtre sur 5 g de Si0 2 
comme dans 1 'exemple 2 ci-dessus et le produit obtenu est elue 
avec 30 ml d'une solution contenant 90% d'acetonitrile et 10% de 
methanol . 

Le resldu est evapore. 

II contient en quantite equivalente le N-hydroxysuccinimide 
et le dipeptide desire protege par le groupe t-Boc. 

Le dipeptide obtenu est utilise tel quel (apres lavage avec 
10 cm 3 d'eau afin d'eliminer le N-hydroxysuccinimide) dans I'etape 
de condensation sulvante. 
2eme etape : t-Boc-Phe-Met-AspOH 

La deprotection du t-Boc dipeptide de I'etape 1 est realisee 
par un traitement avec 0 f 5 ml d'acide trif luoroacetique pendant 
une heure a temperature amblante. 

La solution est ensuite evaporee et le residu est repris 
dans 1,0 ml de trimethylcyanosilane. 

Un equivalent de t-Boc-PheOSucc est ajoute. 

Le couplage est realise comme precedemment decrit a la 
premiere etape pour le dipeptide. 

Le tripeptide protege par t-Boc est obtenu avec un rendement 
superieur a 95%. 

3eme etape : t-Boc-Pro-Phe^let-AspOH 

Le protocole mentionne ci-dessus est repete en utilisant 
dans I'etape de condensation t-Boc-ProOSucc et on repete les 
operations comme decrit pour la premiere etape. 

Le R-hydroxysuccinimide forme est trimethylsilyle par 
1' addition de 0,5 ml de trimethylcyanosilane, 11 est ensuite 
evapore sous vide. 

Les residus sont traites a l'eau puis sont lyophilises. 

Du tetrapeptide protege pur est obtenu avec un rendement 
quant itatif. 

Exemple 4 : Preparation de t-Boc-Thz-Phe-Met-AspOH 

On opere comme decrit a 1' exemple 3, les deux premieres 
e tapes sont identiques, mais lors de la troisieme etape, on met 
en oeuvre t-Boc-ThzOSucc a la place de t-Boc-ProOSucc. 
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Un rendement presque quant i tat If de tetrapeptide est obtenu. 
Le produit est pur selon 1' analyse de RMN. 

Un melange 40:60 d'isomeres urethane au niveau de l f agent de 
protection t-Boc est observe a 0°C. 
Exemple 5 : Preparation de diZ-Tyr-P-Ala-GlyOH 
lere etape *: di2 -Tyr -D- Al aOH 

449 mg de diZ-TyrOH (tyrosine hydratee protegee par un 
groupement de type dibenzyloxycarbonyle appele diZ) est dissous 
dans 5 ml de tetrahydrofurane. 

On ajoute 0,096 ml de pyridine et 0,17 3 ml de triethylamine, 
puis 0,144 ml de chlorure d 1 acide trimethylacetique (chlorure de 
pivaloyle, Piv-Cl) a -10°C afin d f obtenir un acide amine protege 
et act ive . 

Apres une minute, 1 g d f un echangeur d f ions seche sous sa 
forme carboxylique libre (Amberlite IR C 50H) est ajoute afin de 
capturer tout exces de chlorure de pivaloyle. 

Le melange est agite durant 1 minute a — 10°C 

107 mg de D— Ala est dissous, en chauffant, dans 5 ml de 
t rime thy lcyanosilane; on obtient 1 T acide amine silyle qui est 
ajoute au melange precedent. 

Le melange obtenu est porte a temperature ambiante et maintenu 
a cette temperature durant 30 minutes. 

L 1 echangeur d'ions est filtre et le filtrat est lyophilise. 

On y ajoute 2 ml de methanol et on evapore. On obtient 
diZ-Tyr-D-AlaOH qui est utilise tel quel. 
2 erne etape : diZ-Tyr-D-Ala-GlyOH 

Afin de I'activer, le dipeptlde protege obtenu lors de la 
premiere etape est dissous dans 0,096 ml de pyridine et 0,173 ml 
de trie thy lamine puis avec 0,144 ml de chlorure de pivaloyle. 

Apres une minute, 1 g d f un echangeur d'ions seche sous sa 
forme carboxylique libre est ajoute et le melange est agite une 
minute a -10° C. 

90 ml de glycine est dissous dans 5 ml de t rime thy lcyanosilane 
afin de realiser la silylation. Ce produit silyle obtenu est 
ajoute au melange qui est maintenu 30 min utes a temperature 
ambiante. 



01 84243 



- 13 - 

L'echangeur d'ions est filtre, le filtrat est lyophilise et 
2 ml de methanol est ajoute. 

Apres evaporation, le tripeptide diZ-Tyr-Ala-GlyOH est 
rapidement recrystallise dans un melange ether ethylique: acetate 
d'ethyle, donnant le tripeptide pur par analyse KMN. Le rendement 
est de 68%. 
Exemples 6 

Exemple 6^. a : synthese de la Gfetj] -encephaline 

La [Met 5 ] -encephaline est un pentapeptide "de formule 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met . 

lere etape : synthese de t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH 

1.75 g (10 m.mol) de t-Boc-GlyOH (glycine hydratee protegee 
par le groupement t-Boc) est dissous avec 1,6 g (20 m.mol) de 
pyridine et avec 1,0 g (10 m.mol) de triethylamine dans 20 ml de 
tetrahydofurane seche. 

La solution est refroidie a -10°C, on y ajoute 1,22 ml 
(10 m.mol) de chlorure de pivaloyle en agitant afin de realiser 
1' etape d 1 activation. 

Apres une minute, on ajoute 750 mg (10 m.mol) de H-GlyOH qui ' 
est prealablement dissous dans 6 ml de trimethylcyanosilane et 
10 ml de n-hexane afin de silyler la glycine. 

Le melange est evapore a une temperature superieure a 60°C. 

On ajoute 20 ml de toluene et 1 ml de trimethylcyanosilane 
et le melange est de nouveau evapore sous vide afin d'eliminer le 
chlorure de pivaloyle en exces. 

Le residu est dissous dans 20 ml de methanol puis est evapore. 

Le residu est dissous dans 20 ml de toluene puis est evapore. 

Le dipeptide obtenu t-Boc-Gly-GlyOH est directement active 
par le chlorure de pivaloyle puis couple avec PheOH silyle comme 
decrit precedemment . 

Le tripeptide obtenu t-Boc-Gly-Gly-PheOH est active, puis 
couple avec MetOE silyle dans les memes conditions precedemment 
decrites. 

Le residu final est diss us dans 100 ml d f acetate d'ethyle 
et 10 ml d f ethanol puis est lave avec 50 ml d r acide citrique a 
50Z dans l'eau. 
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La phase d f acetate d f ethyle est sechee sur du sulfate de 
magnesium puis est evaporee. Le residu est recristallise dans un 
melange acetate d 1 ethyle: ether ethylique. 

Le tetrapeptide t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH est obtenu pur selon 
les criteres de la RMN. 

Le rendeinent est de 63% (3,25 g) . 
2 erne etape : synthese de la Qiet^l -encephaline 

510 mg (1 m.mol) du tetrapeptide protege par le groupement 
t-Boc, obtenu dans la premiere etape, est dissous dans 2 ml 
d'acide trif luoroacetique (Tfa) qui contient 15% en volume d 1 ethane- 
thiol. 

La solution est gardee 2 heures H temperature ambiante, puis 
chauffee 15 minutes a 40°C. 

Apres evaporation, on obtient la formation quantitative de 
Tf a-E^N ® -Gly-Gly-Phe-MetOH. 

A ce produit est ajoute 415 mg (1,1 mol) de t-Boc-OH-Tyr-OSucc 
avec 2 ml de t rime thy Icyanosilane et 2 ml de tetrahydrofurane. 

Le sel tetrapeptide est pf ogres sivement solubilise, puis 
est passe 30 minutes aux ultrasons en agitant sous vide a 0°C, 
une solution claire est a'insi obtenue. Apres deux heures a 
temperature ambiante, la reaction est complete et le melange est 
solidifie. 

Le solide est dissous dans 5 ml de tetrahydrofurane. 
L'exces de t-Boc-(OTMS)Tyr-OSucc est enleve par 1' addition 
de 1 g d'aminopropyl silicagel (5,40/X, 3 meq.NH 2 /g). 
Apres 30 min utes, le produit est filtre. 
Le filtrat est traite avec 20 ml de methanol. 
Le produit est e vapor e. 

Le ren dein ent obtenu lors de cette seconde etape est de 95 %. 

Le pentapeptide protege par t-Boc est recristallise dans un 
melange d'acetate d T ethyle: ether ethylique. 

Le pentapeptide est obtenu selon. les criteres de RMN. 
Le rendement total est .de 60 Z. 

Le pentapeptide Met 5 -encephaline est deprotege par un 
trait ement avec l*acide trif luoroacetique suivi d f une evaporation 
sous vide avec obtention du sel correspondant . 
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Exemple 6.b : synthese de la Leu^-encephaline 

La Leu"*-enciphaline est un pentapeptide de formule 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. 

La synthese a lieu de la meme maniere que decrit dans I'exem- 
ple 6. a precedent, mais en remplacant la methionine par la leucine, 
Exemples 7 et 7R : Synthese de t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOB 

L 1 exemple 7 est ^conduit selon l f invent ion, I'exemple 7R est 
un exemple comparatif de 1* exemple 7 qui utilise le t rime thy 1- 
chlorosilane en lieu et place du trimethylcyanosilane. 
Exemple 7 : Synthese de t-Boc-Gly-Gly-Phe-Met OH 

Dans un flacon de 500 ml sont mis 5 m.mol de t-Boc-Gly OH 
(glycine hydratee protegee par le groupement t-Boc) dissous dans 
5 m.mol de triethylamine, 5 m.mol de pyridine et 20 ml de tetra- 
hydrofurane. 

La solution est refroidie a -15** C et on y ajoute 5 m.mol de 
chlorure de pivaloyle en agitant afin de realiser l'etape d ? acti- 
vation. 

Apres 2 minutes on ajoute 5,5 m.mol de glycine persilylee, 
obtenue en dissolvant H-Gly OH dans 3 ml de trimethylcyanosilane 
et 5 ml de n-hexane. 

La solution est ramenee a temperature ambiante, puis evaporee 
sous press ion reduite en vue de separer les composants syliles 
volatils. 

La solution est traitee avec 30 ml de toluene, puis est 
evaporee a sec; ceci est repete une fois avec de nouveau 30 ml de 
toluene. 

Le res id u est dissous dans un melange methanol -toluene 
(1:1), puis est evapore. 

Le res id u est de nouveau traite deux fois avec 30 ml de 
toluene, puis est evapore a sec en vue d'enlever toute trace 
d v exces de methanol . 

Le dipeptide obtenu t-Boc-Gly-Gly OH est directement active 
par le chlorure de pivaloyle puis couple avec Phe OH silyle comme 
decrit precedemment . 
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Le tripeptide obtenu t-Boc-Gly-Gly-Phe OH est active, puis 
couple avec MetOH silyle dans les memes conditions pre ced eminent 
decrites. 

Le res id u final evapore contient t-Boc-Gly-Gly-Phe-MetOH. 

Celui-ci est dissous dans 100 ml d T acetate d'ethyle et 20 ml 
de methanol, puis est lave successivement avec de I'eau et de 
l f acide phosphorique (pH environ 2). 

Le res id u evapore est recristallise une premiere fois dans 
du dichloromethane, une seconde fois dans un melange acetate 
d T ethyle: ether ethylique. 

Le tetrapeptide est obtenu pur selon les criteres de la RMN, 

Le rendement est de 63 %• 
Ex^ple 7R - Exemple comparatif - Synthese de t-Boc-^ly-Gl y-Phe-MetOH 
en utilisant comme agent de silylation le trimethylchlorosilane* 
lere etape : silylation de chaque aclde amine 

a) Methionine 

A 5 m.mol de methionine sous forme de zwitterion est ajoute 
10 m.mol de trtethylamine dans 2 ml de t rime thy lchloro6ilane. A 
ce melange est ajoute 25 ml de trichl or ome thane seche. Ce melange 
est chauffe jusqu f a I'obtention de solutions claires. 

On elimine le trie thy lamine-acide chlorhydrique forme par 
filtration sous azote apres precipitation du toluene seche. 

Apres filtration, la solution est reduite a environ 20 ml en 
volume et utilisee telle quelle. 

La silylation de la methionine est realisee en 3 heures a 
temperature ambiante par cette methode. 

b) Glycine 

La silylation de la glycine a lieu de la mime maniere que 
celle de la methionine decrite dans 1' exemple a) precedent; ma is 
cet acide amine exige une etape de reflux. 

c) Phenylalanine 

La silylation de la phenylalanine a lieu de la meme maniere 
que celle de la methionine decrite dans l f exemple a) precedent, 
mais cet acide amine exige une etape de reflux. 
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2eme etape : activation 

Dans un flacon de 500 ml sont mis 5 m.mol de t-Boc-GlyOH 
dissous dans 5 m.mol de triethylamine, 5 m.mol de pyridine et 
20 ml de tetrahydrof urane. 

La solution est refroidie a -15°C et on y ajoute 5 m.mol de 
chlorure de pivaloyle en agitant* 

'~Apres 2 minutes, on ajoute une solution de 5,5 m.mol de 
glycine persilylee obtenue lors de la premiere etape. 

La solution est ramenee a temperature ambiante, puis evaporee 
sous press ion reduite en vue de separer les composants silyles 
volatils . 

La solution est traitee avec 30 ml de toluene puis est 
evaporee I sec; ceci est repete une fois avec de nouveau 30 ml 
de toluene. 

Le res id u est dissous dans un melange methanol-toluene 
(1:1); puis est evapore., 

Le residu est de nouveau traite deux fois avec 30 ml de 
toluene, puis est evapore a sec em vue d'enlever toute trace 
d * exces de methanol. 

Le residu evapore est utilise tel quel dans 1' etape de 
couplage ulterieure. 

Le meme protocole est suivi avec la solution de phenylalanine 
persilylee en lieu et place de la glycine, puis avec la solution 
de methionine persilylee, dans ce cas l 1 activation exige 10 minutes 
a -15°C. 

3eme etape : couplage 

Le residu final evapore contient t-Boc-Gly-Gly-Pbe-MetOH. 

Celui-ci est dissous dans 100 ml d'acetate d f ethyle et 20 ml 
de methanol, puis est lave successivement avec de l'eau et de 
l f acide phosphorique (pH environ 2). 

Le residu evapore est recristallise une premiere fois dans 
du dichlorome thane, une seconde fois dans un melange acetate 
d' ethyle: ether ethylique. 

Le tetrapeptide est obtenu pur selon les criteres de la RMN. 
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Le rendement est de 28%. 

La comparaison de l'exemple 7 et de I'exemple 7R montre la 
nette difference de rendement obtenu; de plus, la realisation de 
1' example 7R necessite une succession d' operations plus complexes 
(chauffage, filtration, evaporation) que l'exemple 7; tout particu- 
lierement dans l'exemple 7R, la formation de triethylamine-acide 
chlorhydrique (sels) est genante; ce produit doit etre elimine 
par filtration apres addition de toluene, ces operations exigent 
des conditions de travail en atmosphere tres seche. 



018424 

- 19 - 

REVINDICATIONS 

1 - Procede pour la synthese de peptides a partir d'acides 
amines eventuel lement associes et/ou substitues au moyen de 
derives trialky Is i lanes caracterise en ce qu'on utilise comme 
trialkylsilanes des trialkylcyanos ilanes de formule generale (A) 

h 

R 2 - Si - C = N (A) 
R 3 

dans laquelle ^ , R^ represent ent independamment les uns des 

autres, des groupements alky les, qui peuvent etre identiques ou 
different s et qui contiennent de 1 a 3 a tomes de carbone. 

2 - Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 
les trialkylcyanos ilanes sont utilises pour realiser la liaison 
peptidique entre les acides amines, 

3 - Procede selon les revendi cations 1 ou 2, caracterise en 
ce que les trois groupements alky les R^ R^ contiennent de 1 
a 2 a tomes de carbone. 

4 - Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que 
les trois groupements alky les R^ R 2 , R 3 sont identiques. 

5 - Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que 
le trialkylcyanos ilane utilise est le trimethylcyanosilane. 

6 - Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que 
l f on met en oeuvre de 20 ml a 0,01 ml de trimethylcyanosilane par 
m.mole d'acide amine. 

7 - Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que 
l'on met en oeuvre de 5 a 0,1 ml de trimethylcyanosilane par 
m.mole d*acide amine. 



socidt6 anonyme 

0184243 

direction centrale des recherches 



gCRHPI - WNS/MGT OFFICE E0R0PEEN DES BREVETS 

S. 84/20 Departement de La Haye 

Patentlaan 2, 
P.O. Box N° 58L8 

NL - 2280 KIJSWIJCK PAYS-BAS 

Attention : Section de de~p6t 



Demande de brevet europeen n° 85201850.6 deposge le 12 novembre 1985 au nom 
de SOLVAY & Cie (SociSte Anonyme) et intitulee "Procede pour la synthese de 
peptides" ~~ ~*" " 



REQUETE EN RECTIFICATION SELON 1A RBGLE 88 DE IA CBE 
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- page 12, ligne 17 : "107 mg de glycine sont dissous ..." 
^^er?^^g>age 12, ligne 32 : "90 mg de glycine s nt dissous ..." 

»j r /TCj rue de ransbeek, 310 - 1120 bruxeBes te!.02/26Z3a30 telex 26619 telegrammes sdvayco bruxefies 
. tua. 403.091220 icbrux. 5554 ccp. 000-0000568-86 socgeadebanqie 210-0041561*03 



- 2 - 

01 84243 

- page 13, iigne 20 : "... sont pr£alablement dissous ..." 

- page 14, ligae 9 : "... premiere etape, sont dissous ..." 

- page 14, ligae 32 : "... est obtenu pur selon les criteres ..." 
..- page 14, ligne 34 ; "le pentapetide rMet 5 1-encephaline est: ..." 

- page 15, ligne 1 : "... synthese de la fLeu 5 1-enc€phaliiie" 
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par ..." 

- page 16, ligne 22 : "... precipitation au toluene ..." 
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